


















Abstract:  Trifoliate  yam  (Dioscorea  dumetorum)  is  one  example  of  an  orphan  crop,  not  traded 
internationally.  Post‐harvest  hardening  of  the  tubers  of  this  species  starts  within  24  h  after 
harvesting and renders  the  tubers  inedible. Genomic resources are required  for D. dumetorum  to 
improve  breeding  for non‐hardening  varieties  as well  as  for  other  traits. We  sequenced  the D. 














are  equivalent  to  those  of  yellow  corn  maize  lines  selected  for  increased  concentrations  of 




Unlike  other yam  species,  the  agricultural value  of D. dumetorum  is  limited by post‐harvest 
hardening, which  starts within 24 h after harvest  and  renders  tubers  inedible. Previous  research 
showed that among 32 D. dumetorum cultivars tested, one cultivar was not affected by the hardening 






recombinant  inbred  lines  are  inapplicable  to  yam  [8].  Furthermore,  the  development  of 






















mixed  by  inverting.  The  sample  was  centrifuged  at  12,000  g  at  20  °C  for  30  min.  The  clear 
supernatant was mixed with  10 mL CTAB2  (50 mM Tris‐HCl pH  8.0,  10 mM EDTA,  1% CTAB, 
0.125% PVP) in a new reaction tube by inverting. Next, a centrifugation was performed at 12,000 g at 
20 °C for 30 min. After discarding the supernatant, 1 mL NaCl (1 M) was added to re‐suspend the 
sediment  by  gently  flicking  the  tube. By  adding  an  equivalent  amount  of  1mL  isopropanol  and 
careful mixing, the DNA was precipitated again and the sample was centrifuged as described above. 
After washing the sediment with 1 mL of 70% ethanol, 200 μL TE buffer (10 mM Tris pH 8.0, 0.1 mM 
EDTA)  containing  2 mg DNAse‐free RNaseA were  added. Re‐suspension  and RNA degradation 
were  achieved  by  incubation  overnight  at  room  temperature.  DNA  quality  and  quantity were 
assessed via NanoDrop2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) measurement, agarose 
gel  electrophoresis,  and  Qubit  (Invitrogen,  Carlsbad,  CA,  USA)  measurement.  The  short  read 
eliminator  (SRE) kit  (Circulomics, Baltimore, MD, USA) was used  to enrich  long DNA  fragments 
following the suppliers’ instructions. Results were validated via Qubit measurement. 
Library preparation was performed with 1 μg of high molecular weight DNA  following  the 
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PCR  (TruSeq  Nano  DNA  Sample  Kit;  Illumina,  San  Diego,  CA,  USA).  The  final  library  was 
quantified  using  PicoGreen  (Quant‐iT,  Invitrogen, CA, USA)  on  a  FLUOstar  plate  reader  (BMG 
labtech, Ortenberg, Germany)  and  quality  checked  by HS‐Chips  on  a  2100 Bioanalyzer  (Agilent 
Technologies,  Santa Clara, CA, USA). The  PE  library was  sequenced  in  2  ×  250  nt mode  on  an 
Illumina HiSeq‐1500 instrument.   
2.2. Genome Assembly and Polishing 









‘corOutCoverage = 200’  ‘correctedErrorRate = 0.12’ batOptions =  ‐dg 3  ‐db 3  ‐dr 1  ‐ca 500  ‐cp 50’ 









‐m 8  ‐x  ‐6  ‐g  ‐8 as  recommended prior  to  the polishing  step with medaka. Two  runs of medaka 














For  sorting  (“scaffolding”  according  to  linkage  groups)  the  D.  dumetorum  assembly  we 
employed D.  rotundata  pseudochromosomes.  D.  rotundata  pseudochromosome  sequences  longer 
than  100  kbp were  split  into  chunks  of  1000  bp  and  subject  to  a BLASTn  search  against  the D. 
dumetorum assembly with a word size of 12. Hits were considered if the similarity was at least 70% 
and  if at  least 70% of  the query  length were covered by  the alignment. To avoid ambiguous hits 
against close paralogs or between repeat units, BLAST hits were excluded if the second hit exceeded 










genome  assembly  GCA_002260605.1  [8] was  retrieved  from NCBI.  Gene  prediction  hints  of  D. 
dumetorum and dedicated parameters were subjected to AUGUSTUS v.3.3 [31] for gene prediction 
with previously described settings [29]. Various approaches involving AUGUSTUS parameter files 
for  rice  and maize  genome  sequences  provided  by  AUGUSTUS,  as  well  as  running  the  gene 
prediction on a sequence with repeats masked by RepeatMasker v4.0.8 [32] with default parameters, 
were evaluated. BUSCO was applied repeatedly to assess the completeness of the gene predictions. 
The  best  results  for  D.  dumetorum  genome  sequence  annotation  were  obtained  by  using  an 
unmasked assembly sequence and by applying yam specific AUGUSTUS gene prediction parameter 
files generated via BUSCO as previously described [30,33]. Predicted genes were filtered based on 
sequence  similarity  to  entries  in  several  databases  (UniProt/SwissProt, Araport11,  Brachypodium 
distachyon v3.0, Elaeis guineensis v5.1, GCF_000005425.2, GCF_000413155.1, Musa acuminata Pahang 
v2).  Predicted  peptide  sequences were  compared  to  these  databases  via  BLASTp  [34]  using  an 
e‐value cut‐off of 10‐5. Scores of resulting BLASTp hits were normalized to the score when searched 
against the set of predicted peptides. Only predicted sequences with at least 0.25 score ratio and 0.25 
query  length  covered  by  the  best  alignment  were  kept.  Representative  transcript  and  peptide 
sequences were identified per gene to encode the longest possible peptide as previously established 
[29,35].  GO  terms  were  assigned  via  InterProScan5  [36].  Reciprocal  best  BLAST  hits  against 
Araport11  [35] were  identified based on a previously developed script  [27]. Remaining sequences 









depth  per  gene was  calculated.  The  distribution  of  these  average  values  per  gene  allowed  the 
classification of genes as phase‐separated (haploid read depth) or merged (diploid read depth). As 
previous  studies  revealed  that  Illumina  short  reads  have  a  higher  resolution  for  such  coverage 
analysis [42], we focused on the Illumina read data set for these analyses. Sequence variants were 
detected based on  this  read mapping as previously described  [43]. The number of heterozygous 
variants per gene was calculated and compared between the groups of putatively phase‐separated 
and merged  genes. Predicted peptide  sequences were  compared  against  the  annotation  of  other 
species including A. thaliana and D. rotundata via OrthoFinder v2 [44]. 
Sequence reads and assembled sequences are available at ENA under the project ID ERP118030 
(see  File  S1  for  details).  The  assembly  described  in  this  manuscript  is  available  under 
GCA_902712375. Additional annotation  files  including  the contigs assigned  to organelle genomes 
are  available  as  a  data  publication  from  the  institutional  repository  of  Bielefeld  University  at 
https://doi.org/10.4119/unibi/2941469.   
Alleles  covered  by  the  fraction  of  phase‐separated  gene  models  were  matched  based  on 
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3. Results 
In  total, we generated 66.7 Gbp of ONT  reads data  representing about 207× coverage of  the 
estimated 322 Mbp haploid D. dumetorum genome. Read length N50 of the raw ONT data set was 23 





(92.30% out of  1440  included  in  the  embryophyta data  set,  see File S2  for details on  the various 
BUSCO classes) compared to the publicly available genome sequence assembly of D. rotundata (v0.1) 
for  that we  detected  81.70%  BUSCOs with  identical  parameters.  Since  there  is  no  genetic map 
available  for D.  dumetorum, we  transferred  linkage  group  assignments  from D.  rotundata  to  our 
assembly.  In  total, 206  contigs  comprising 330 Mbp were assigned  to a  linkage group, while 718 











  Initial Assembly  Racon1  Medaka2  Pilon3  Final 
Number of contigs  1172  1172  1215  1215  924 
Max. contig length (bp)  20,187,448  20,424,333  17,910,017  17,878,854  17,878,854 
Assembly size (bp)  501,985,705  508,061,170  507,215,754  506,184,192  485,115,345 
Assembly size without N (bp)  501,985,705  508,061,170  507,215,754  506,184,192  485,115,345 
GC content  37.74%  37.66%  37.87%  37.59%  37.57% 
N50 (bp)  3,896,882  3,930,287  2,598,889  2,593,751  3,190,870 
N90 (bp)  136,614  138,199  137,206  136,754  156,407 
BUSCO (complete)  85.70%  89.80%  91.90%  92.30%  92.30% 
Different gene prediction approaches were evaluated  (File S6)  leading  to a  final set of 35,269 
protein‐encoding gene models. The  average gene model  spans  4.3 kbp,  comprises  six  exons  and 
encodes 455 amino acids  (see File S6  for details). The gene prediction dataset  for D. dumetorum  is 
further supported by the identification of 6475 single copy orthologs between D. dumetorum and D. 
rotundata  as well  as  additional  orthogroups  (File  S7).  Based  on  these  single  copy  orthologs,  the 
similarity of D. dumetorum and D. rotundata sequences was determined to be mostly above 80% (File 
S8).  If  the phase‐separated allelic gene models were considered  (Figure 1), 3352 additional single 
copy orthologs were detected. Functional annotation was assigned to 23,835 gene models (File S9). 









Figure  1.  (a) Distribution  of  the  average  sequencing  read depth per  gene model. Predicted  gene 
models were  classified  into phase‐separated  and merged based on  the  average  read depth value 
deduced from the analysis presented here. The haploid read depth with Illumina short reads ranges 
from  50‐fold  to  150‐fold.  (b) Number  of heterozygous  sequence variants  in phase  separated  and 
merged genes. The high proportion of heterozygous variants in merged gene models is due to the 
mapping of reads originating from two different alleles to the same region of the assembly. 





average coverage higher  than 250‐fold.  It should be noted  that  the gene models annotated  in  the 




k‐mer size of 19, while the other  three  investigated k‐mer sizes supported a diploid genome  (File 
S12). 
4. Discussion 






evolution  of yam  and  to  elucidate  some  biological  constraints  inherent  to yam  including  a  long 
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respectively. While  this distinction  is possible  at  the  gene model  level, whole  contigs  cannot  be 
classified  this way.  Several Mbp  long  contigs  comprise  alternating phase‐separated  and merged 
regions. Therefore, it is likely that the contigs represent a mixture of both haplophases with the risk 
of  switching  between  phases  at  each merged  region.  Since  the  haplophases  cannot  be  resolved 
continuously through low heterozygosity regions, purging of contigs to reduce the assembly into a 






duplication event early  in  the diversification of  the genus. The N50 of 3.2 Mbp  is  in  the expected 
range for a  long read assembly of a highly heterozygous plant species which contains some quite 
repetitive  sequences  as  others  reported  similar  values  before  [49].  Due  to  regions  of  merged 
haplophases the total assembly size of 485 Mbp is smaller than expected for a fully phase‐separated 
“diploid” genome sequence based on the haploid genome size estimation of 322 Mbp. 
We noticed  an  increase  in  the number of BUSCOs  through  several polishing  rounds.  Initial 
assemblies of long reads can contain numerous short insertions and deletions as these are the major 











could  elucidate  the  evolutionary  history  of  those  species.  The  total  number  of  predicted 
protein‐encoding gene models was determined to be 35,269, but this number includes two copies of 
about 11,300 gene models (see Figure 1) as these are represented by two alleles each. The CDS‐based 
pairing we performed detected about 8500 of  the  theoretical maximum of 11,300 cases which  is a 
good success rate given the fact that close paralogs and also hemizygous genome regions contribute 
to the detected number of phase‐separated gene models. If phase‐separated gene models (alleles) are 






plants based on  all  available annotations  at NCBI/EBI  [54]. The average  length of genes  and  the 
number of encoded amino acids are in the same range as previously observed for other plant species 
from diverse taxonomic groups [33,55].   
It  should  be  noted  that  the  assignment  of  D.  dumetorum  sequences  to  the  D.  rotundata 
pseudochromosomes  and  indirectly  the  respective  linkage  groups  contain  the  risk  of  incorrect 
assignments. However,  although D.  rotundata  and D.  dumetorum  are  evolutionary  separated, D. 
rotundata is the most closely related species with genetic and genomic resources.   
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phenomenon has only been reported from D. dumetorum [57], outlining the singularity of this species 
among  yam  species. We  predicted  a  large  number  of  genes, which will  include  putative  genes 
controlling  the  post‐harvest  hardening  on D.  dumetorum  and many  useful  bioactive  compounds 












overview  using  four  different  tools.  File  S5:  General  statistics  of  different  assembly  versions.  File  S6: 
Comparison of results from different gene prediction approaches. File S7: Orthogroups of predicted peptides of 
D.  rotundata  and D.  dumetorum.  File  S8:  Similarity  of D. dumetorum  and D.  rotundata  based  on  single  copy 
orthologs. File S9: Functional annotation of predicted genes  in  the D. dumetorum genome sequence. File S10: 
Consensus  sequences of  repeat  elements detected  in  the D. dumetorum genome  sequence. File S11: Average 
short read mapping coverage of predicted genes in the D. dumetorum genome sequence. File S12: Results from 
Smudgeplot analyses.   
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